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Hintergrund der Erfindung 



Tuberkulose ist eine hochst ansteckende Erkrankung des Menschen mit liber 3 Millionen Todesfallen 
und 8 Millionen Neuerkrankungen pro Jahr. Das Erscheinen von AIDS wird wahrscheinlich die Situation 

5 wegen der Reaktivierung von ruhenden M. tuberculosis in immunkompromittierten Patienten noch ver- 
schlimmem. Die Infektionsdosis bei Tuberkulose ist herausragend niedrig, das hei/St, einer bis drei 
Tuberkelbazillen reichen aus, um in der Lunge einen Primaraffekt zu initiieren. Die Diagnostizierung 
erkrankter Personen spielt eine wesentliche Rolle bei Epidemiologic, Verhutung und Ausbreitung der 
Erkrankung. Gegenwartig basiert die Diagnose auf der Kultivierung von M. tuberculosis aus dem Sputum, 

w was wegen des langsamen Wachstums des Organismus etwa 6 Wochen dauert. Ein weiterer wichtiger Teil 
der Diagnose ist der "Tuberkulin-Test". Tuberkulin oder das gereinigte Proteinderivat davon (PPD) ist eine 
Mischung von Proteinen aus dem Kulturmediumfiltrat von durch Hitze abgetoteten M. tuberculosis. Dieser 
Test weist aufgrund von Kreuzreaktivitaten in Individuen, die sich mit anderen Mycobakterien infiziert haben 
oder dagegen geimpft wurden, eine hohe Unspezifitat auf. Es bestand also eine dringliche Notwendigkeit, 

75 definierte und spezifische serodiagnostische und zur Hauttestung auf Tuberkulose geeignete Reagentien zu 
entwickeln. 

Serologische Studien haben gezeigt, dafl das 38 kDa-Antigen von M, tuberculosis immundominante 
Epitope umfa/St, welche fur die virulenten Stamme von M, tuberculosis spezifisch sind. Dieses Antigen wird 
in kleinen Quantitaten in dem Impfstamm BCG produziert, der ein avirulentes Derivat des bovinen 
20 Tuberkelbazillus M, bovis darstellt. So kann, basierend auf serologischen Methoden, dieses Antigen 
verwendet werden, um zwischen Organ is men des M. tuberculosis-Komplexes und anderen Mycobakterien 
zu unterscheiden. Die Reinigung des nativen 38 kDa-Antigens direkt aus M. tuberculosis ist aufgrund der 
geringen Ausbeuten, des langsamen Wachstums und der virulenten Natur des Organismus nicht praktika- 
bel. 

25 Wie bereits erwahnt ist Mycobacterium tuberculosis der kausale Erreger der Tuberkulose, einer 
weitverbreiteten Erkrankung des Menschen, die jahrlich etwa 3 Millionen Todesopfer fordert. Bedeutende 
Ziele der Mycobakterien-forschung sind die Bereitstellung einer schutzenden Immunitat gegen Tuberkulose 
durch effektivere Impfstoffe und die Entwicklung spezifischer Hauttest/Serodiagnostik-Reagentien. Eine 
Vorbedingung solcher Ziele ist die Charakterisierung und eingehende Bestimmung der immunologischen 

30 Rolle der einzelnen mycobakterielien Antigene. Zu diesem Zweck werden ausreichende Mengen dieser 
Antigene benotigt. Die Reinigung von Antigenen direkt aus M. tuberculosis ist wegen der geringen 
Zellausbeuten, des langsamen Waschstums und der virulenten Natur des Organismus schwierig (10, 26). 
Eine mogliche Losung dieses Problems ist die Hersteilung rekombinanter Antigene in biotechnologisch 
zuganglichen Organismen wie zum Beispiel E, coli. 

35 Die immunologische und diagnostische Relevanz des 38 kDa-Antigenproteins aus M. tuberculosis 
wurde schon gezeigt (2, 26). Das Protein umfaflt speziesspezifische B-Zell-Epitope (2), und T-Zellen, 
welche aus immunisierten Mausen, Meerschweinchen oder Menschen isoliert wurden, proliferieren, wenn 
sie in Gegenwart des Antigens kultiviert werden (10, 24, 26). Die Mehrzahl der Menschen (insbesondere 
diejenigen des HLA-Typs DR2), welche an aktiver Tuberkulose leiden, entwickeln Antikorper gegen das 38 

40 kDa-Antigen (4). 

Das 38 kDa-Protein des grampositiven Bakteriums Mycobacterium tuberculosis H37Rv ist ein immun- 
dominantes Antigen von moglicher Nutzbarkeit fur die Diagnostik und Entwicklung eines Impfstoffes. Die 
Abschatzung dieses Potentials erfordert gro/te Mengen des gereinigten Proteins, was schwierig wenn nicht 
unmoglich sein wurde, mutfte man es aus M. tuberculosis selbst gewinnen. 
45 Gema/3 einer Ausfuhrungsform der Erfindung wird ein Hybrid-Plasmid zur Expression eines unfusionier- 
ten 38-kDa-Antigens von M. tuberculosis in E. coli vorgesehen, wobei das Plasmid 

- die Signalsequenz des 38-kDa-Antigens (Pra-Protein) und 

- eine Restriktionsschnittstelle umfa/St, welche innerhalb ihrer Erkennungssequenz das Basentriplett 
ATG umfatft, das das in Leserichtung erste Kodon M kodiert. 

50 Dieses Hybrid-Plasmid kann dadurch gekennzeichnet sein, da/3 es sich bei dem 38-kDa-Antigen um ein 
Protein von M. tuberculosis vom Wildtyp handelt oder von einer M.-tuberculosis-Vanante, die ebenfalls 
Tuberkulose hervorrufen kann. 

Ein erfindungsgema/tes Hybrid-Plasmid kann ferner dadurch gekennzeichnet sein, da/3 die Signalse- 
quenz 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 oder 24 Kodons umfaGt. 
55 Ein erfindungsgemafles Hybrid-Plasmid kann ferner dadurch gekennzeichnet sein, da/3 die das 38-kDa- 
Antigen (Pra-Protein) kodierende DNA-Sequenz N-terminal in eine Ncol-, Ndel- oder Sphl-Schnittstelle des 
Ausgangsvektors eingesetzt worden ist, beispielsweise pJLA603. 

Ein erfindungsgema/tes Hybrid-Plasmid kann ferner durch eine das 38-kDa-Antigen (Pra-Protein) 
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kodierende DNA-Sequenz gema/3 Abb. 1 A oder 1 C gekennzeichnet sein. 

Gemafl einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung E. coli mit einem erfindungsgema/ten 
Hybrid-Plasmid. 

Gemafl einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung ein 38-kDa-Antigen (Pra-Protein) von M. 
5 tuberculosis, herstellbar mit Hilfe von E. coli gema/3 der Erfindung, wobei die Signalsequenz 17 bis 24 
Kodons umfa/St, wobei eine Signalsequenz mit 23 Kodons ausgenommen ist. 

Dieses 38-kDa-Antigen (Pra-Protein) kann durch 22 bis 17 Aminosauren der folgenden Signalsequenz: 
MKIRLHTLLAVLTAAPLLLAAAG, 

beispielsweise die Aminosauren 1 mit 8 bis 23 gekennzeichnet sein. 
w Gema/3 einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung ein etwa 33 kDa gro/tes Protein, erhaltlich 
mit Hilfe von E. coli als Wirt von pJLA 603 als Expressions-Plasmid, wobei 

- eine das 38-kDa-Antigen von M. tuberculosis (Pra-Protein) kodierende DNA-Sequenz N-terminal in 
eine Ncol-, Ndel- oder Sphl-Schnittstelle von pJLA 603 eingesetzt worden ist, 

- diese eingesetzte DNA-Sequenz die Signalsequenz des Antigens umfa/St, 

75 - die Erkennungssequenz der Schnittstelle das Basentriplett ATG umfaflt, das das in Leserichtung erste 
Kodon M kodiert und 

- das etwa 33 kDa gro/te Protein gegebenenfalls vom gieichfalls exprimierten 38-kDa-Antigen separiert 
wird. 

Gemafl einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung ein etwa 33 kDa grofles Protein, das 
20 dadurch gekennzeichnet ist, da/3 es gegenuber derm 38-kDa-Antigen von M. tuberculosis (Pra-Protein) N- 
terminal urn die Signalsequenz und weitere 24 Aminosauren deletiert ist. 

Gema/3 einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung ein 38-kDa-Antigen von M. tuberculosis 
und/oder etwa 33 kDa gro/tes Protein, hergestelit mit Hilfe von E. coli gema/3 der Erfindung und 
folgendermaflen renaturiert: 

25 - Solubilisieren des als Einschlutfkorper angefallenen Antigens und/oder Proteins in Guanidinium-HCI 
(gegebenenfalls in Gegenwart eines reduzierenden Agens) und 

- nachfolgendes Renaturieren mit Hilfe von Sephadex-Chromatographie. 

Dieses 38-kDa-Antigen und/oder etwa 33 kDa gro/te Protein kann dadurch gekennzeichnet sein, da/3 

man 

30 - bei der Solubilisierung mit etwa 6 M Guanidinium-HCI und/oder in Gegenwart von Dithiothreit (DTT) 
gearbeitet hat und/oder 

- die Renaturierung mit Hilfe von Sephadex G-25 durchgefuhrt hat. 

Erfindungsgema/3 wurden rekombinante Plasmide konstruiert, welche in Escherichia coli in hohen 
Spiegeln das 38 kDa-Antigen von M, tuberculosis produzieren. Mit den erfindungsgema/ten rekombinanten 

35 Konstrukten konnen gro/te Mengen von unfusioniertem (einzigartigem) 38 kDa-Protein in E. coli, hauptsach- 
lich in Form von Einschluflkorperchen hergestelit werden. Au/terdem wurde im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ein Verfahren zur Isolierung und Reinigung des rekombinanten Antigens aus den Einschlu/Skdr- 
perchen entwickelt. Das auf diese Weise hergestellte, gereinigte 38 kDa-Antigen ist immunologisch nicht 
unterscheidbar von dem nativen 38 kDa-Antigen von M. tuberculosis. Aufgrund seiner hohen Spezifitat fur 

40 M, tuberculosis kann dieses rekombinante Antigen weltweit nutzbringend zur serologischen Diagnostik der 
Tuberkulose eingesetzt werden. Das Antigen ist ebenso ein potentieller Kandidat fur Impfstoffe gegen 
Tuberkulose, weil es immundominante T-Zell-Epitope umfa/St. 

Das Gen, welches fur das 38 kDa-Antigen kodiert, wurde bereits kloniert und wird in der vorliegenden 
Erfindung als unfusioniertes Protein in Escherichia coli unter der Kontrolle starker transkriptionaler 

45 (Bakteriophage lambda PrPl) und translationaler (atpE) Signale exprimiert. Die Fermentation eine Ion- 
Protease und die Hitzeschockantwort fehlen, stellte das rekombinante Antigen in hohen Spiegeln zur 
Verfugung (etwa 10 % des gesamten Zellproteins). Das rekombinante Antigen, das als Einschluflkorperchen 
akkumulierte, wurde vollstandig in 6 M Guanidiniumhydrochlorid solubilisiert, wieder gefaltet und erschien 
nach der Reinigung homogen. Das Produkt zeigte die erwartete Aminosaurenzusammensetzung und das 

so erwartete Molekulargewicht, und ebenfalls gleichstarke Reaktivitaten mit drei verschiedenen monoklonalen 
Antikorpern wie das native Protein. Polyklonale Antikorper, die gegen das rekombinante Antigen entwickelt 
worden waren, reagierten in einem enzymgekoppelten Immunosorbent-Assay stark mit dem nativen Antigen. 
Diese Ergebnisse zeigen, da/3 das rekombinante 38 kDa-Antigen, welches immunologisch nicht von dem 
nativen Protein aus M. tuberculosis unterschieden werden kann, in ausreichenden Mengen in E. coli 

55 produziert werden kann. 

Beschreibung der Abbildungen 



3 



EP 0 519 218 A2 



Abbildung 1: Nukleotidsequenzen der 5'-Enden der konstruierten Gene, die die Pra-Form (A) und die 
verkurzte Form (C) des 38 kDa-Proteins kodieren. Die Nde\ (CATATG)-Schnittstelle 
wurde durch Oligonukleotid-Mutagenese unter Verwendung der Oligonukleotide 
5'-AGCACAGAAAGGTATCATATGAAAATTCGTTTGCATA-3' (fur A) und 5'- 

5 ATTCGTTTGCATATGCTGTTGGCCGTGT-3' (fur C) geschaffen. Die abgeieitete Amino- 

sauresequenz ist in dem Ein-Buchstaben-Code dargestellt und der Pfeil oberhalb der 
Sequenz zeigt die vermutete Prozessierungsstelle. Die RNA-Stabilitat in der Region des 
ATG-Startcodons der Pra-Form (B) und der verkurzten Form (D) wurden nach der 
Methode von Zucker und Stiegler berechnet (28). Die Ribosombindungsstelie auf dem 

w afpE-Gen und das Initiationscodon des 38 kDa-Antigengens sind mit einem Stern 

beziehungsweise mit einem Dreieck markiert. 
Abbildung 2: Konstruktion eines Expressionsplasmids. Ein 2.0 kb EcoRI-Fragment, welches das Gen 
fur das 38 kDa-Protein umfatft, wurde aus Lambda AA59 (3) in M13mp19 kloniert und 
mutagenisiert, um eine Nde\ (CATATG)-Schnittstelle auf eine solche Weise zu schaffen, 

15 da/3 diese das Initiationscodon des Gens beinhaltet. Ein 1.2 kb A/cfel-Sphl-Fragment 

wurde dann in die A/c/el-Sp/)l-Schnittstelle des Expressionsvektors, pJLA603, subklo- 
niert, der die Promotoren P R und P L des Bakteriophagen Lambda in einer Tandeman- 
ordnung, die afpE-Translationsinitiationsregion (wei/ter Kasten), den transkriptionellen 
Terminator fd und transiationaie Stopcodons in alien drei Leserastern enthalt (20). Die 

20 Plasmide sind nicht maflstabsgetreu abgebildet. 

Abbildung 3: Expression des rekombinanten 38 kDa-Proteins in E. coll CAG629 in Batchkulturen (A) 
und in einem Bioreaktor (B). A: Silbergefarbte Gele (Spuren 1-7) und die korrespondie- 
renden Immunoblots mit MAb HBT12 (Spuren 8-14), welche die Proteine zeigen, die 
von CAG629 (pMS9-2) nach Wachsen bei 30 °C (Spuren 1/8 und 2/9) und bei 42 °C 

25 (Spuren 3/10 und 4/11) produziert wurden. Die Proteinmuster von CAG629 (pMS10-4) 

nach Induktion bei 42 °C sind in Spur 6/13 und 7/14 gezeigt. Spuren 1, 3 und 6 
reprasentieren die loslichen Fraktionen und Spuren 2, 4 und 7 die Einschluflkorperchen. 
Spur 5: Molekulargewichtsmarker (die Werte sind links in Kilodaltons angegeben), 12: 
vorher gefarbter Standard. 

30 B: Akkumulation des rekombinanten 38 kDa-Proteins in dem Bioreaktor bei 30 0 C (Spur 

3) und nach Induktion bei 42 C C (Spuren 4-9). Proben wurden alle 30 Minuten nach 
Induktion gezogen. Spur 1 zeigt den Molekulargewichtsmarker und Spur 2 kleine 
Mengen des 38 kDa-Proteins, das aus Einschluflkorperchen aus einer Batchzeigt auf 
die Doppelbande, die mit dem rekombinanten Produkt korrespondiert. 

35 Abbildung 4: Elektronenmikroskopische Abbildung von Schnitten von CAG629 (pMS9-2, die Ein- 
schiu/Skdrperchen zeigt (Pfeile). 
Abbildung 5: SDS-12.5 %-PAGE-(Silberfarbung)-Analyse verschiedener Reinigungsschritte. Spuren 1 
und 4 zeigen die Molekulargewichtsstandards. Spur 2: solubilisierte Einschluflkorper- 
chen; Spur 3: Proteine, die wahrend des Waschens der EinschluGkorperchen vor der 

40 Solubilisierung freigesetzt wurden; Spur 5: Proteine, renaturiert auf Sephadex G25; 

Spuren 6-7: QAE-Sepharose-Eluate. Der Pfeil zeigt das rekombinante 38 kDa-Protein. 
Abbildung 6: SDS-PAGE- und Immunoblotanalysen der FPLC-gereinigten 38 kDa-Proteinpraparatio- 
nen. Proben, die etwa 1 ug Protein enthielten, wurden mittels SDS-12.5 %-PAGE 
aufgetrennt und entweder silbergefarbt (Spuren 1-3) oder unter Verwendung von anti-38 

45 kDa-MAbs immunogeblottet: HAT2 (Spuren 4-6), HBT12 (Spuren 7-9) und HYT28 

(Spuren 10-12). Das rekombinante Protein, das mit den drei MAbs reagierte, wurde in 2 
Hauptpeaks gefunden: einem bei 100 mM NaCI (Spuren 1, 4, 7 und 10), und dem 
anderen bei 130-200 mM NaCI (Spuren 3, 6, 9 und 12). Spuren 2, 5, 8 und 11 zeigen 
das Protein, das in Gegenwart von Triton X-100 gereinigt wurde (eluiert bei 170 mM 

50 NaCI). Der Molekulargewichtsstandard wurde in Spur S aufgetragen (die Gro/ten sind in 

Kilodaltons an der linken Seite angegeben), und die Spur P reprasentiert den vorher 
gefarbten, wahrend des Immunoblots verwendeten Marker. 
Abbildung 7: Vergleich des nativen und des rekombinanten 38 kDa-Antigens. 

A: Etwa 1 ug des mittels Affinitatschromatographie gereinigten nativen Proteins (Spuren 

55 1 und 3) und des rekombinanten Proteins, Praparation-I (Spuren 2 und 4) wurden durch 

SDS-12.5 % PAGE aufgetrennt und entweder silbergefarbt (Spuren 1 und 2) oder unter 
Verwendung des MAb's HBT12 immunogeblottet (Spuren 3 und 4). Spur P zeigt den 
vorher gefarbten Molekulargewichtsstandard. 
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B: Laserdensitometrischer Vergleich der Immunreaktivitat des nativen und des rekom- 
binanten 38 kDa-Proteins. Das silbergefarbte Gel und der Immunoblot aus Teil (A) 
wurden mit einem Laserdensito meter abgetastet. Die Peakflachen des silbergefarbten 
nativen (Nat. Silver) und des rekombinanten Proteins (Rec. Silver) ebenso wie jene des 
5 immunogeblotteten nativen (Nat. Immuno) und des rekombinanten Proteins (Rec. Immu- 

no) sind dargestellt. 

Abbildung 8: A: Titrationskurven von polyklonalen Sera mit dem 38 kDa-Antigen. Sera von Kaninchen, 
die mit dem nativen (Punkt) oder dem rekombinanten 38 kDa-Protein (ausgefulltes 
Kastchen) immunisiert wurden. Serielle zweifache Verdunnungen, beginnend mit einer 

w 1:100-Verdunnung, wurden in Mikrotiterplatten titriert, die mit der Preparation I des 

rekombinanten 38 kDa-Proteins beschichtet worden waren (0.1 ug/Vertiefung). Die 
gebundenen Immunglobuline wurden mittels an anti-Kaninchen-lmmunglobuline vom 
Schwein gekoppelte Meerrettichperoxidase in 1 :1000-facher Verdunnung (P 217, Dako- 
patts, Glostrup, DK) nachgewiesen. 

15 B: Wie (A) mit der Ausnahme, da/3 die Mikrotiterplatten mit dem nativen 38 kDa-Antigen 

beschichtet worden waren (0.1 jmg/Vertiefung). 
Im folgenden wird die Erfindung im Detail erlautert. 

Material und Methoden 

20 

Bakterienstamme, Phagen, Plasmide und Wachstumsbedingungen. 

Die in dieser Erfindung verwendeten E. co//-Stamme waren TG-1 (Alac-pro, supE, thi, hsdD5/F'traD36, 
proA + B + , /acl q , /acZ)AMl5), DH5alpha (e/x/Al, recAl, /7SC/R17, supE44, fA>/-l , gyrA96, re/Al, (/acZYA- 
25 argF), </> 80d//acZ AM15), EC 538 und CAG629 (Ion, /7fpR165-Tn 10; C. Gross). Der rekombinante Lambda 
gt11-Bakteriophage, Klon AA59, wurde in einer fruheren Untersuchung (3) aus einer genomischen DNA- 
Bibliothek von M. tuberculosis (konstruiert von R. A. Young (27)) isoliert. 

Wenn nicht anderweitig angegeben, wurden die Stamme in Luria-Bertani-Medium (15) bei 37 °C 
kultiviert. Die flussigen Kulturen wurden mit Sauerstoff versorgt, indem sie mit 160 Upm in einem Pilot- 
30 Shake-Schuttler (Kuhne, Schweiz) umgewalzt wurden. 

DNA-Manipulationen. 

Praparation und Behandlung der DNA wurden gema/3 standardisierten Protokollen ausgefuhrt (15). Die 
35 Transformation wurde wie bei Hanahan beschrieben bewerkstelligt (8). Die DNA-Sequenzierung wurde 
mittels Dideoxynukleotid-Kettenabbruchmethode durchgefuhrt (18). Oligonukleotide wurden auf einem DNA- 
Synthesizer von Applied Biosystems, Modell 380B, hergestellt und uber OPC-Saulen (Applied Biosystems 
Inc.) gereinigt. 

40 Oligonukleotid-Mutagenese. 

Das 2,0 kb EcoRI-Fragment aus dem genomischen Klon Lambda-AA59 (3) wurde in M13mp19 
transferiert. Die Praparation von einzelstrangiger DNA und die Oligonukleotid-Mutagenese wurden unter 
Verwendung des Amersham-Kits (RPN 1523) durchgefuhrt. Die DNA-Sequenz des Oligonukleotids vor und 
45 nach Mutagenisierung wurden durch DNA-Sequenzierung (18) bestatigt. 

Praparation eines groben P rote in extra kts in kieinem Maflstab. 

Die Stamme wurden in LB-Medium, supplementiert mit Ampicillin (100 ug/ml), bei 30 °C bis zu einer 
so Absorption von 0.6 bei 580 nm kultiviert. Die Kulturen wurden durch dreistundige Temperaturerhohung auf 
42 °C in einem Schuttelwasserbad induziert. Bakterien aus 1 ml Kulturmedium wurden geerntet, in 100 n\ 
Probenpuffer (62 mM Tris-HCI, pH 6.8; 2 % Natriumlaurylsulfat; 0.7 M 2-Mercaptoethanol; 10 % Glycerol; 
0.002 % Bromphenolblau) suspendiert und durch Behandlung mit Ultraschall auf Eis (3 x 30 Sekunden; 50 
W) unter Verwendung eines Braun Labsonic 2000 aufgebrochen. Die Proben wurden 10 Minuten lang auf 
55 95° C erhitzt und 10 ul wurden mittels Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert. 

Kultivierung im Bioreaktor. 
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30 I eines modifizierten konzentrierten LB- Mediums (Trypton 40 g/l; Hefeextrakt 20 g/l; NaCI 5 g/l) 
wurden in Gegenwart von 3.5 ml Ucolub N38 Antifoam (Brenntag, Mulheim, FRG) in einem 50 I Bioreaktor 
(Biostat U30D, Braun Melsungen, FRG) sterilisiert. Die Kultivierung wurde durch Inokulation mit 0.5 I einer 
Kultur der Organismen, die uber Nacht in dem selben Medium gewachsen waren, gestartet, wobei die 

5 initiaie Absorption A546 = 0.04 betrug. Die Ruhrgeschwindigkeit wurde konstant bei 300 Upm belassen, 
was die Konzentration an gelostem Sauerstoff nahe der Sattigung hielt, und der pH wurde bei 6.9 
eingestellt. Nach 4 Stunden Fermentationszeit (A546 = 0.4) wurde die Temperatur von 30 °C auf 42 °C 
erhoht und bei dieser Temperatur weitere 4 Stunden lang belassen. Am Ende der Induktionsperiode wurde 
die Suspension in einem geschlossenen System mittels Scherstrom-Mikrofiltration (Enka-Modul Typ A7 

10 ABA 3A) mit einer 0.23 m 2 Accural-Membran (0.2 urn Porendurchmesser; Enka, Wuppertal, FRG) konzen- 
triert, bis ein Endvolumen von 10 I erhalten wurde. 

Proteinreinigung. 

15 Die aus dem Bioreaktor gewonnenen Zellen wurden aufgebrochen, indem man sie einmal bei 500 bar 
mit einer Flutfrate von 60 l/h durch einen Hochdruck-Homogenisierer LAB 60/500/2 (A.P.V.-Schroder, 
Llibeck, FRG) passieren lie/3. Die Einschluflkdrperchen wurden grob unter Verwendung eines Zentrifugalse- 
parators SA 1-01-175 (Westfalia, Oelde, FRG) abgetrennt. Diese Vorrichtung erlaubt die Isolierung von 
Einschluflkorperchen aus dem Medium mit einer Fluflrate von 15-20 l/h. Die Einschlu/3korperchen wurden 

20 zweimai mit 200 ml Puffer L (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8.0), der 2 % Triton X-100 enthielt, 
gewaschen. Die gewaschenen Niederschlage wurden unter langsamem Ruhren in 3 I Puffer L, der 6 M 
Guanidiniumhydrochlorid und 20 mM DTT enthielt, uber 16 Stunden bei 4°C resuspendiert. Nach Zentrifu- 
gation bei 7000 g wurde der flussige Uberstand auf eine Sephadex G-25-GelfiltrationssauIe (10 x 90 cm) 
aufgetragen, die mit 10 mM Tris-HCI-Puffer, pH 7.0, der 100 mM NaCI enthielt, aquilibriert worden war, urn 

25 das Guanidinium-HCI zu entfernen und um die Renaturierung des rekombinanten Antigens zu bewerkstelli- 
gen. Die Losung wurde in 2 l-Aliquots mit einer Flu/Srate von 7 l/h aufgetragen und in dem Eluat wurden 
O.D.2G0 und Leitfahigkeit gemessen. Die entsalzte und renaturierte Antigenlosung wurde in dem Startpuffer 
der Leitfahigkeit von 8 mS/cm gefunden, gut getrennt von dem Salzpeak, der hauptsachlich Guanidinium- 
HCI enthielt. Die Antigenpeaks wurden vereinigt und mit destilliertem Wasser verdunnt, um eine Leitfahig- 

30 keit von 5 mS/cm zu erreichen, und der pH wurde mit 1 M Tris auf 8.5 eingestellt. Diese Losung wurde fur 
die folgenden Reinigungsschritte in zwei Teile geteilt. 

Ein Teil der Losung wurde auf eine FPLC-Saule (QAE-Sepharose FF; 5 x 18 cm) gegeben, die mit einem 
20 mM Tris-HCI-Puffer, pH 8.0 aquilibriert worden war. Die Flu/Srate betrug 1.72 l/h, korrespondierend zu 
einer linearen Flutfrate von 86.6 cm/h. Nach extensivem Waschen mit Startpuffer wurde das Antigen durch 

35 Auftragen eines gestuften Gradienten, der aus 50 mM, 100 mM, 250 mM, 500 mM und 1 M Natriumchlorid 
in Startpuffer bestand, eluiert. Anschiieflend wurde die Saule mit Startpuffer re-aquilibriert, der zweite Teil 
aus der Gelfiltrationssaule aufgetragen und wie oben beschrieben eluiert. Die antigenenthaltenden Fraktio- 
nen der zwei QAE-Sepharose-Laufe wurden vereinigt und mittels Ultrafiltration unter Verwendung einer 
Amicon Hohlfaser- Vorrichtung (Typ H1P10; Ausschluflgrenze 10.000) konzentriert und diafiltriert (2 mS/cm). 

40 Etwa 20 mg des so erhaltenen Proteins wurden auf eine Mono Q HR (5/5)-FPLC-Saule, die mit 20 mM Tris- 
HCI, pH 8.0 aquilibriert worden war, gegeben. Die Saule wurde mit Startpuffer bei einer Flu/Srate von 2 
ml/min und einem Druck von 25 bar gewaschen. Danach wurde das Antigen durch schrittweise Erhohung 
der NaCI-Konzentration bis auf 0.5 M in Startpuffer eluiert. Insgesamt wurden drei Mono Q HR (5/5)-Laufe 
unter den oben beschriebenen Bedingungen durchgefuhrt. 

45 

Polyacrylamidgelelektrophorese und Immunoblotting. 

Die grob gereinigten und hochgereinigten Proteine wurden mittels Natriumlaurylsulfat/Polyacrylamid (12 
%)-Gelelektrophorese (11) analysiert. Die Proteinproben wurden mit einem 2 x-Probenpuffer im Verhaltnis 

50 1:1 gemischt und 10 Minuten lang auf 95 9 C erhitzt, bevor man sie auf das Gel auftrug. Im Anschlu/3 an die 
Elektrophorese wurden die Polypeptide durch Silberfarbung sichtbar gemacht (5). Die Proteinkonzentratio- 
nen wurden nach der Methode von Lowry et al. gemessen (13). Die Proteine wurden mittels einer selbst 
gefertigten halbtrockenen Blottingapparatur unter Verwendung von 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % 
Methanol, pH 7.4, auf eine Nitrocellulosemembran (BioRad) transferiert. Eine unspezifische Bindung wurde 

55 durch Inkubation des Filters mit TBS (50 mM Tris-HCI; 200 mM NaCI, pH 7.5), das eine 10 %ige 
Milchlosung (0.3 % Fett) enthielt, blockiert. Die primaren Antikorper (monoklonale Antikorper aus Mausen) 
wurden 1000-fach in TBS verdunnt und die Filter damit uber Nacht bei 4 6 C inkubiert. Die Filter wurden 3 
Mai mit TBS gewaschen und die Immundetektion wurde mit einem biotinyliertem anti-Maus-IgG und einem 



6 



EP 0 519 218 A2 



Konjugat aus Streptavidin und alkalischer Phosphatase (BRL, Gaithersburg, MD, USA) ausgefuhrt. Fur einen 
I mmu no- Dot- Blot- Assay wurden die Proteinproben durch eine Nitrocellulosemembran unter Verwendung 
eines BioRad Bio-Dot-Apparates gefiltert und dann wie oben beschrieben behandelt. Die monoklonalen 
Antikorper HAT2, HBT12 und HYT28 wurden fruher beschrieben (2, 12, 21). Densitometrische Messungen 
5 der silbergefarbten Gele und der Western Blots wurden mit einem Laserdensitometer (LKB) vorgenommen. 

Aminosaureanalyse. 

Die Aminosaureanalysen wurden mit einem Biotronik LC-5001 Aminosaureanalyser (Maintal, FRG) 
w durchgefuhrt, nachdem die Proteinprobe in 6 N HCI, die 0.1 % Phenol enthielt, uber 24 Stunden bei 105°C 
hydrolysiert worden war. 

Herstellung der polyklonalen anti-38 kDa-Protein-Sera. 

75 Kaninchen wurden subkutan entweder mit affinitatschromatographisch gereinigtem 38 kDa-Protein (25) 
oder mit rekombinantem 38 kDa-Protein (Preparation I) immunisiert. Das Antigen (10 u,g/Dosis) wurde an 
Aluminiumhydroxid (2.4 mg) adsorbiert und nachfolgend mit 1 ml Freund's inkomplettem Adjuvans ge- 
mischt. Die Kaninchen wurden drei Mai mit Intervallen von zwei Wochen immunisiert. Blut wurde 10 Tage 
nach der letzten Immunisierung gewonnen und die IgG-Fraktion nach der Methode von Harboe und Inglid 

20 (9) gereinigt. 

Elektronenmikroskopie. 

Die Zeilen wurden mit 1 % Formaldehyd und 0.2 % Glutaraldehyd in PBS (50 mM K-Phosphat, 0.9 % 
25 NaCI, pH 6.9) eine Stunde lang auf Eis fixiert. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen 
gema/3 der progressiven Temperaturerniedrigungsmethode (PLT), (17), eingebettet. Die Zellen wurden 
zuerst mit 10 %, dann mit 30 % Ethanol uber 30 Minuten auf Eis, anschlie/tend mit 50 % Ethanol uber 30 
Minuten bei -20 °C, und schliefllich mit 70 %, 90 % und 100 % Ethanol bei -35 °C jeweils 30 Minuten lang 
und mit 100 % Ethanol bei -35 °C 1 Stunde lang dehydratisiert. Die Infitration mit dem Lowicrylharz K4M 
30 wurde wie folgt ausgefuhrt: 1 Teil Ethanol/1 Teil K4M-Harz uber Nacht bei -35 ° C, 1 Teil Ethanol/2 Teilen 
K4M-Harz 12 Stunden lang und reines K4M-Harz 2 Tage lang bei -35 °C mit mehrmaligem Wechseln der 
Harzmischung. Die Polymerisierung des Harzes wurde durch UV-Licht (366 nm) uber 1 Tag bei -35 °C und 
bei Raumtemperatur uber weitere 2 Tage erreicht. Ultradunnschnitte wurden mit Uranylacetat und Bleicitrat 
nachgefarbt, bevor man sie mit einem Zeiss EM 10B Transmissionselektronenmikroskop bei einer Be- 
35 schleunigungsspannung von 80 kV untersuchte. 

Ergebnisse 

Konstruktion der Expressionsplasmide. 

40 

Die DNA-Sequenzierung des 38 kDa-Proteingens ergab ein offenes Leseraster, das ein Polypeptid mit 
374 Aminosauren kodierte und GTG als das Startcodon enthielt (1). Ebenso fand sich eine 24 Aminosauren 
lange Signalsequenz (Abbildung 1A), die Ahnlichkeiten mit jenen von bakteriellen Lipoproteinen aufwies. In 
der vorliegenden Erfindung wurde das Gen manipuliert, so da/3 in dem Expressionsvektor pJLA603 

45 (Abbildung 2) in hohem Ausma/3 das unfusionierte 38 kDa-Antigen exprimiert werden konnte. Zur Klonierung 
und Expression in derartigen Vektoren ist es erforderlich, daG das fremde Gen eine Restriktionsschnittstelle 
aufweist, zum Beispiel Nco\, Nde\, Sph\, welche innerhalb ihrer Erkennungssequenz ATG im Leseraster 
umfaflt. Weil sich keine derartige Schnittstelle in der Region urn das Initiationscodon des 38 kDa-Gens 
befindet, wurde eine Oligonukleotid-Mutagenese in M13mp19 durchgefuhrt, um einen Austausch des 

so Startcodons von GTG zu ATG und eine A/c/el-Schnittstelle am N-Terminus vorzusehen (Abbildungen 1 und 
2). Das 1.2 kb Nde\-Sph\- Fragment, das aus dem M13-Derivat nach Mutagenisierung herausgeschnitten 
werden konnte, wurde dann zwischen die A/c/el-Spfrl-Schnittstellen von pJLA603 kloniert. Das rekombinante 
Plasmid, welches so konstruiert war, da/3 das 38 kDa-Protein mit seinem ursprunglichen, intakten Signalpep- 
tid exprimiert werden konnte, wurde pMS9-2 genannt. In gleicher Weise wurde ein anderes rekombinantes 

55 Plasmid, pMSl0-4, welches eine Deletion der ersten 6 Aminosauren in der Signalsequenz aufwies, 
hergestellt (Abbildung 1C). Eine Computeranalyse der Translationsinitiationsregion der von pMS9-2 spezifi- 
zierten m-RNA sagte eine lockere Sekundarstruktur voraus (Abbildung 1B), welche fur eine hochgradige 
Expression in E coli sehr vorteilhaft sein sollte (14). Auf der anderen Seite zeigte pMS10-4 eine stabilere 
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Sekundarstruktur (Abbildung 1D), was darauf hindeutet, da/3 die Expression dieses Plasmids nicht so gut 
sein wurde wie die von pMS9-2. Beide rekombinanten Plasmide wurden fur die Expressionsuntersuchungen 
herangezogen. 

5 Expression des rekombinanten Antigens in einer Kultur im kleinen Malstab. 

Mehrere E. co//-Stamme (DH5«; EC538 und CAG629) wurden im Hinblick auf die Expression des 
rekombinanten 38 kDa-Antigens, kodiert durch pMS9-2 und pMS10-4, untersucht. Der Ion, frfpR-Stamm 
CAG629 zeigte die starkste Expression. Extrakte aus CAG629 (pMS9-2)-Zellen, die bei 42 °C induziert 

w worden waren, enthielten ausreichende Mengen des rekombinanten Proteins (Abbildung 3, Spur 3 und 4), 
wogegen es in Extrakten aus uninduzierten Zellen nicht auffindbar war (Abbildung 3, Spur 1). Der 
rekombinante Stamm zeigte keine offensichtlichen Storungen nach Induktion und wuchs fortgesetzt und 
exponentiell (Daten nicht gezeigt). Immunoblotting mit MAb's HBT12 (Abbildung 3A, Spuren 10 und 11), 
HAT2 und HYT28 (Daten nicht gezeigt) ergaben positive Reaktionen mit dem rekombinanten 38 kDa- 

75 Protein. Der grotfte Anteil des rekombinanten Proteins fand sich in der Zellpellet-Fraktion der aufgebroche- 
nen Zellen, und nur ein kleiner Anteil war in dem flussigen Uberstand nachweisbar (Abbildung 3A, Spuren 
10 und 11). Der rekombinante Klon CAG629 (pMS10-4) produzierte, wie nach der Vorhersage der 
Sekundarstruktur zu erwarten war, betrachtlich weniger Protein als pMS9-2 (Abbildung 3A, Spuren 13 und 
14). Die auf dem Immunoblot erkennbaren schwachen Banden, die langsamer wanderten als das 38 kDa- 

20 Protein, korrespondieren zu SDS-unloslichen, aggregierten Formen des rekombinanten Proteins. 

Das rekombinante 38 kDa-Protein wurde in hohem Ausma/3 (etwa 10 % des gesamtem Zellproteins) 
produziert, wie mittels Messungen mit dem Laserdensitometer an silbergefarbten SDS-PAGE-Gelen gemes- 
sen werden konnte. Wie es oft bei rekombinanten Proteinen der Fall ist, die in hohem Ausma/3 in E. coli 
produziert werden (7, 19), ist das 38 kDa-Protein hauptsachlich in cytoplasmatischen Aggregaten Oder 

25 Einschlutfkorperchen vorhanden (Abbildung 4). 

Fermentation des rekombinanten E. coll und Reinigung des rekombinanten Antigens. 

Der rekombinante Klon CAG629 (pMS9-2) wurde fur eine 30 1 -Fermentation ausgewahlt, weil er in 
30 Batchkulturen die hochsten Antigenspiegel produzierte und tolerierte und weil er ein 38 kDa-Protein mit 
intakter Signalsequenz kodierte. Der zeitliche Verlauf der Produktion von rekombinantem Antigen in dem 
Bioreaktor wurde beobachtet (Abbildung 3B). Eine SDS-PAGE des gesamten Zellextrakts zeigte, da/3 binnen 
30 Minuten nach Erhohung der Temperatur von 30 °C auf 42 °C eine Doppelbande von 38 kDa Gro/te auf 
silbergefarbten Gelen klar erkennbar war. 
35 Das Waschen der Einschluflkorperchen, die aus der Fermenterkultur erhalten wurden, mit Puffer, der 
Triton X-100 enthielt, bewirkte eine Entfernung einiger verunreinigender Proteine (Abbildung 5, Spur 3) ohne 
einen augenscheinlichen Verlust an rekombinantem Antigen (Abbildung 5; Spur 2). Unter Verwendung einer 
Sephadex G-25-Saule wurde das Antigen entsalzt und renaturiert (Abbildung 5, Spur 6); wir beobachteten 
auf dieser Stufe keine Reaggregation des Antigens. Weitere Reinigung des Antigen wurde durch mehrere 
40 Zyklen einer FPLC-Anionenaustauschchromatographie erreicht (Abbildung 6), bei der gefunden wurde, da/3 
das Antigen bei 100 mM NaCI (Preparation I) und zwischen 130-200 mM NaCI (Preparation III) eluierte. Die 
in Abbildung 6 gezeigte Preparation II reprasentiert das Antigen, das Liber eine FPLC-Anionenaustauscher- 
saule in Gegenwart von Triton X-100 aus den aggregierten und verunreinigten Fraktionen vorhergehender 
Anionenaustauschchromatographieschritte gereinigt wurde. 

45 

Struktur, immunologische Reaktion und Immunogenitat des gereinigten, rekombinanten Proteins. 

Die immunologische Reaktion der gereinigten Antigenpraparationen wurde mit den monoklonalen 
Antikorpern HAT2, HBT12 und HYT28 getestet. Alle drei Antikorper reagierten mit den rekombinanten 

50 Antigenpraparationen (Abbildung 6). Wenn das affinitatschromatographisch gereinigte native Antigen mit 
dem rekombinanten Antigen (Preparation I) mittels SDS-PAGE und Immunoblot verglichen wurde, ergaben 
sich keinerlei Unterschiede (Abbildung 7A). Das silbergefarbte Gel und der Immunoblot aus Abbildung 7A 
wurden auch mit einem Laserdensitometer analysiert, und wir beobachteten, nach Normalisierung im 
Hinblick auf Unterschiede in den aufgetragenen Proteinmengen, da/3 das native und das rekombinante 

55 Antigen identische Reaktionen mit den monoklonalen Antikorpern HBT12 (Abbildung 7B), HAT2 und HYT28 
(Daten nicht gezeigt) ergaben. 

Weiter wurde die Immunogenitet des rekombinanten Antigens getestet, indem man aus Kaninchen 
polyklonale Antisera gegen das native und das rekombinante Antigen unter ehnlichen Bedingungen gewann. 
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Die beiden Seren wurden nachfolgend im enzymgekoppelten Immunosorbent Assay (ELISA) sowohl gegen 
das rekombinante (Abbildung 8A) als auch das native Antigen (Abbildung 8B) getestet. Die Steilheit der 
Kurven ist identisch, was zeigt, da/3 die beiden Seren das native und das rekombinante 38 kDa-Protein 
gleich gut binden. 

5 Die Aminosaurenzusammensetzung des rekombinanten 38 kDa-Proteins gibt ziemlich gut die Amino- 
saurenkomposition wieder, die sich aus der Nukleotidsequenz ableiten la/3t (Tabelle 1). 

Etwa 33 kDa gropes Protein. Die Kurzung im Vergleich zum 38 kDa-Antigen hat die Signalsequenz 
vollig entfernt. Jedoch reagiert das gekurzte Protein stark mit den monoklonalen Antikorpern HAT2, HBT12 
und HYT28, was zeigt, dafl die drei Epitope intakt sind. Das gekurzte Protein zeigt auch eine starke 

w Reaktion im ELISA- und im Western- Blotting-Test gegenuber Seren von Mausen, die mit Mycobacterium 
tuberculosis infiziert worden waren. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde festgestellt, da/3 etwa 85 
% der Seren von Tuberkulose-Patienten positiv mit dem gekurzten Protein bzw. dem gekurzten Antigen 
reagierten, was zeigt, da/3 das gekurzte Antigen wirksam zur Diagnose eingesetzt werden kann. 

75 Diskussion 

Es wurde eine Strategie entwickelt und ausgefuhrt, ein DNA-Fragment von Mycobacterium tuberculo- 
sis in einen Expressionsvektor zu klonieren, so da/3 unfusioniertes 38 kDa-Protein in hohem Ausma/3 
produziert werden wurde. Der Vektor umfa/3te den Lam bda-P R P L - Promoter und die effiziente Translationsin- 

20 itiationsregion des afpE-Gens, was eine Expression des heterologen 38 kDa-Antigens in E. coli in einem 
Ausma/3 bewirkte, das 10 % des gesamten Zellproteins entsprach. Etwa 15 mg rekombinantes Protein/Liter 
wurde unter diesen gegebenen Bedingungen hergestellt. Es sollte allerdings betont werden, da/3 das Ziel 
der vorliegenden Erfindung war, herauszufinden, ob das uberexprimierte rekombinante Antigen in einer 
antigenen Form gefunden werden konnte, die immunologisch nicht unterscheidbar von dem nativen Antigen 

25 ist, das man aus Mycobacterium tuberculosis gewinnt, und nicht, die Fermentationsausbeuten zu optimie- 
ren. 

Der Hauptanteil des rekombinanten 38 kDa-Proteins akkumulierte in Form von Einschlu/3k6rperchen. 6 
M Guanidinium-HCI in Gegenwart eines reduzierenden Agens (DTT) in hoher Konzentration stellte sich als 
am besten geeignet fur die Solubilisierung der Einschlu/3kdrperchen heraus. Die Renaturierung der Proteine 

30 der Einschlu/3kdrperchen, insbesondere der hydrophoben Membranproteine, ist oft schwierig und es bedarf 
einer sorgfaltigen Optimierung der experimentellen Bedingungen. In unserem Fall bewirkte das ubliche 
Verfahren der Dialyse oder schrittweisen Dialyse eine Prazipitation des rekombinanten 38 kDa-Proteins, 
selbst bei sehr niedrigen Proteinkonzentrationen (0.05 mg/ml). Die Renaturierung des rekombinanten 
Proteins auf Sephadex G-25 stellte sich auf anderen Seite als effektiv heraus, und es wurde keine 

35 signifikante Reaggregation des Proteins beobachtet. Beginnend mit den Einschlu/3korperchen, die etwa 200 
mg Gesamtprotein enthalten, konnten wir 19 mg des 38 kDa-Proteins mit einer Reinheit von grower 95 % 
darstellen, wie an silbergefarbten SDS-PAGE-Gelen gezeigt wurde. 

Das 38 kDa-Antigen aus M, tuberculosis ist hochstwahrscheinlich ein Lipoprotein (D.B. Young und T.R. 
Garbe, Res. Microbiol. 142:- (1991), im Druck). Lipoproteine zeigen aberrante, diffuse Banden auf SDS- 

40 PAGE-Gelen (16, 22). Wie es auch fur andere Lipoproteine gilt, beobachteten wir eine deutliche Tendenz 
des rekombinanten 38 kDa-Antigens zur Aggregation wahrend der Anionenaustauschchromatographie und 
wahrend der Konzentrierung durch Ultrafiltration. Ein Teil des Antigens, welcher wahrend der Ultrafiltration 
aggregierte, konnte durch Solubilisierung in 2 % Triton X-100, gefolgt von FPLC auf Mono Q, wiedergefun- 
den werden. 

45 Das native 38 kDa-Protein erscheint auf SDS-Polyacrylamidgelen als Doppelbande. Der Grund hierfur 
ist nicht bekannt, er konnte jedoch von einer Acylierung und Prozessierung des Pra-Proteins herruhren. Wir 
haben die Signalsequenz nicht entfernt, bevor wir das Antigen in gro/3en Mengen herstellten, weil die 
Anwesenheit von Lipoylanteilen am N-terminalen Cystein eine wichtige Rolle in der Immunogenitat von 
Proteinantigenen spielen konnte (6). Das rekombinante Protein, welches in dieser Erfindung gereinigt wurde, 

so zeigte ebenfalls eine Doppelbandencharakteristik. Die Preparation I enthalt hauptsachlich die obere Bande 
und nur geringe Mengen der unteren Bande. Preparation II enthalt sowohl die obere als auch die untere 
Bande in fast gleichen Mengen. Preparation III reprasentiert ein proteolytisch verkurztes Derivat (etwa 33 
kDa) des 38 kDa-Antigens. 

Das native 38 kDa-Protein, welches aus dem Kulturuberstand von M. tuberculosis isoliert wird, und das 

55 gereinigte rekombinante Protein, das man in den Praparationen I und II findet, wiesen die gleiche Grofle auf 
und zeigten auf SDS-PAGE-Gelen einen Doppelbandencharakter. Au/3erdem zeigten die gereinigten Protei- 
ne und das native Antigen auf Immunoblots eine identische Reaktion mit den monoklonalen Antikorpeern 
HAT2, HBT12 und HYT28. Ein polyklonales Serum, welches gegen das rekombinante Protein (Preparation I) 
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gebiidet wurde, erkannte das native Antigen und zeigte im ELISA die gleiche Reaktion wie ein Serum, das 
gegen das native Antigen gebiidet wurde. Ahnliche Resultate erhielt man, wenn die beiden Seren im ELISA 
gegen das rekombinante Antigen getestet wurden, was zeigt, da/3 das rekombinante Protein ahnliche 
Epitope besitzt und so immunogen ist wie das native 38 kDa-Protein, das aus M. tuberculosis gereinigt 
5 werden kann. 

Zusammenfassend haben wir ein Expressionssystem und ein Herstellungs- und Reinigungsverfahren fur 
das 38 kDa-Protein aus M. tuberculosis in E. coli entwickelt, das eine leichte Isolation signifikanter Mengen 
des Antigens ermoglicht. Das rekombinante Antigen ist immunologisch nicht unterscheidbar von dem 
nativen Antigen. 

w Diese Ergebnisse sollten die Abschatzung der Wertigkeit des Antigens fur Diagnostik und Entwicklung von 
Impfstoffen in signifikanter Weise beschleunigen. 
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Lebendmaterial 

45 

Lambda-AA59: genomischer Klon fur 2,0-kb-EcoRI-Fragment 

Zugang: Literatur (3); DSM 6524 
M13mp19: Phagen zur Transferierung fur 2,0-kb-EcoRI-Fragment 

Zugang: Pharmacia 

so pJLA603: Vektor zur Aufnahme eines Ndel-Sphl-Fragments von M13mp19 nach Transferierung 

des 2,0-kb-EcoRI-Fragments und Mutagenisierung 
Zugang: Literatur (20); Medac (Hamburg) 
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Tabelle 1 



Aminosaurenzusammensetzung des gereinigten 38 kDa-Antigens 


Aminosaure 


Anzahl der Reste 


abgeleitet aus der DNA-Sequenz 


Aminosaurenanalyse 


Ala 






Arg 


5 


6.9 


Asn 


18 




Asp 


16 




Cys 


3 


ND a 


Gin 


19 


32.8 


Glu 


10 




Gly 


43 


41 .2 


His 


7 


7.6 


ne 


19 


17.8 


Leu 


36 


32.4 


Lys 


12 


12.5 


Met 


6 


0.7 


Phe 


13 


13.0 


Pro 


26 


23.4 


Ser 


26 


22.3 


Thr 


27 


23.8 


Trp 


4 


ND 


Tyr 


10 


10.8 


Val 


19 


19.0 



ND nicht bestimmt 



30 

Patentansp niche 

1. Hybrid-Plasmid zur Expression eines unfusionierten 38-kDa-Antigens von M. tuberculosis in E. coli, 
35 wobei das Plasmid 

- die Signalsequenz des 38-kDa-Antigens (Pra-Protein) und 

- eine Restriktionsschnittstelle umfatft, welche innerhalb ihrer Erkennungssequenz das Basentriplett 
ATG umfa/St, das die in Leserichtung erste Aminosaure M kodiert. 

40 2. Hybrid-Plasmid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 es sich bei dem 38-kDa-Antigen urn 
ein Protein von M. tuberculosis vom Wildtyp handelt oder von einer M.-tuberculosis-Variante, die 
ebenfalls Tuberkulose hervorrufen kann. 

3. Hybrid-Plasmid nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Signalsequenz 17, 18, 19, 
45 20, 21 , 22, 23 oder 24 Kodons umfaflt. 

4. Hybrid-Plasmid nach einem der vorhergehenden Anpruche, dadurch gekennzeichnet, da/3 die das 38- 
kDa-Antigen (Pra-Protein) kodierende DNA-Sequenz N-terminal in eine Ncol-, Ndel- oder Sphl-Schnitt- 
stelle des Ausgangsvektors eingesetzt worden ist, beispielsweise pJLA603. 

50 

5. Hybrid-Plasmid nach einem der vorhergehenden Anspruche, gekennzeichnet durch eine das 38-kDa- 
Antigen (Pra-Protein) kodierende DNA-Sequenz gema/3 Abb. 1 A oder 1 C. 

6. E. coli mit einem Hybrid-Plasmid gema/3 einem der vorhergehenden Anspruche. 

55 

7. 38-kDa-Antigen (Pra-Protein) von M. tuberculosis, herstellbar mit Hilfe von E. coli gema/3 Anspruch 6; 
wobei die Signalsequenz 17 bis 24 Kodons umfa/3t, wobei eine Signalsequenz mit 23 Kodons 
ausgenommen ist. 
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8. 38-kDa-Antigen (Pra-Protein) nach Anspruch 7, gekennzeichnet durch 22 bis 17 Aminosauren der 
folgenden Signalsequenz: 

1 23 

s MKIRLHTLLAVLTAAPLLLAAAG, 

beispielsweise die Aminosauren 1 mit 8 bis 23. 

w 9. Etwa 33 kDa gro/tes Protein, erhaltlich mit Hilfe von E. coli als Wirt von pJLA 603 als Expressions- 
Plasmid, wobei 

- eine das 38-kDa-Antigen von M. tuberculosis (Pra-Protein) kodierende DNA-Sequenz N-terminal 
in eine Ncol-, Ndel- oder Spnl-Schnittstelle von pJLA 603 eingesetzt worden ist, 

- diese eingesetzte DNA-Sequenz die Signalsequenz des Antigens umfaflt, 

75 - die Erkennungssequenz der Schnittstelle das Basentriplett ATG umfaflt, das die in Leserichtung 

erste Aminosaure M kodiert, und 

- das etwa 33 kDa gro/te Protein gegebenenfalls vom gieichfalls expremierten 38-kDa-Antigen 
separiert wird. 

20 10. Etwa 33 kDa gro/tes Protein, dadurch gekennzeichnet, dafi es gegenuber dem 38-kDa-Antigen von M. 
tuberculosis (Pra-Protein) N-terminal urn die Signalsequenz und weitere 24 Aminosauren deletiert ist. 

11. 38-kDa-Antigen von M. tuberculosis und/oder etwa 33 kDa grotfes Protein, hergestellt mit Hilfe von E. 
coli gema/3 Anspruch 6 und folgenderma/ten renaturiert: 

25 - Solubilisieren des als Einschlu/Skorper angefallenen Antigens und/oder Proteins in Guanidinium- 

HCI (gegebenenfalls in Gegenwart eines reduzierenden Agens) und 

- nachfolgendes Renaturieren mit Hilfe von Sephadex-Chromatographie. 

12. 38-kDa-Antigen und/oder etwa 33 kDa gro/tes Protein nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, da/3 
30 man 

- bei der Solubilisierung mit etwa 6 M Guanidinium-HCI und/oder in Gegenwart von Dithiothreit 
(DTT) gearbeitet hat und/oder 

- die Renaturierung mit Hilfe von Sephadex G-25 durchgefuhrt hat. 

35 



40 



45 



50 
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